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論文内容の要　旨
【ll　的】
糖尿病状態においてはミトコンドリア呼吸鎖における酸化的リン酸化の低下と酸化ストレスの元
進が知られている。また、ミトコンドリア遺伝子の転写を調節しているmitochondrialtranscrip－
tion factor A（mtTFA）を心臓でノックアウトしたマウスでは心不全状態となることが報告さ
れており、ミトコンドリア遺伝子発現と心機能との関連が注目されている。しかし、糖尿病状態で
のミトコンドリア機能異常と心筋ミトコンドリアの遺伝子発現、その転写活性及び、mtTFA機能
の関連については明らかでない。そこで本研究では糖尿ラット心筋におけるミトコンドリア遺伝子
の発現、転写活性、mtTFAの機能について検討した。
【方　法】
5週齢の雄性SDラットにストレプトゾイトシン（50mg／kg）を静脈内注射し、糖尿病ラットを
作成した。糖尿病発症確認後にインスリンペレット（1単位／日）を皮下に埋め込み、インスリン
治療を行った。糖尿病発症1ケ月後にラット心筋を用いてミトコンドリア遺伝子である
cytochromeb、CytOChrome c、ATP synthase subunit6及び、mtTFAの遺伝子発現をノーザ
ンプロット解析により検討した。また、ラット心筋からミトコンドリアをプロテアーゼ法により単
離し、ミトコンドリア遺伝子の転写活性を32P－UTPの取り込み能で検討した。mtTFAはミトコン
ドリア内に移行したのちミトコンドリアD－loopに結合してその転写が促進することから、mtTFA
とD－loopプロモーター領域との結合能をゲルシフトアッセイで検討した。また、mtTFAのウエス
タンプロット解析をtotalhearthomogenateと単離ミトコンドリアで行った。更にミトコンドリ
ア蛋白の合成能を35S－methionineの取込み能で評価した。また、単離ミトコンドリアでの過酸化
水素産生量をスコポレチン法を用いて検討し、過酸化脂質の含量も測定した。また、単離ミトコン
ドリアに過酸化水素を0．5、1、2mMで30分間添加し、転写活性が酸化ストレスによって影響
されるか否かを検討した。
【結　果】
1．糖尿病ラット心筋ではミトコンドリア由来の遺伝子であるcytochrome b、ATPsynthase
subunit6の遺伝子発現レベルは正常ラットに比べ40％低下したが、インスリン治療により改善
した。
2．糖尿病ラット心筋では核由来の遺伝子であるcytochrome c、mtTFAの遺伝子発現レベルは正
常ラットに比べ変化を認めなかった。
3．mtTFAの蛋白レベルはtotalheart homogenateと単離ミトコンドリアにおいて糖尿病ラッ
トと正常ラットの間で有意な差を認めなかった。
4．糖尿病ラット心筋でのミトコンドリア遺伝子の転写活性は正常ラットに比べ60％低下したが、
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「インスリン治療により改善した。
5．糖尿病ラット心筋でのmtTFAのD－loopプロモーター領域への結合は正常ラットに比べ47％
低下したが、インスリン治療により改善した。
6．糖尿病ラット心筋でのミトコンドリア蛋白合成能は正常ラットに比べ71％低下したが、インス
リン治療により改善した。
7．糖尿病ラット心筋単離ミトコンドリアにおける過酸化水素産生は正常ラットに比べ2．3倍増加
した。また、糖尿病ラット単離ミトコンドリアにおける過酸化脂質の含量は正常ラットに比べ
4．5倍増加したが、インスリン治療により正常ラットレベルまで低下した。
8．ミトコンドリア遺伝子の転写活性は過酸化水素によって濃度依存的に抑制され、2mMの濃度
で最大67％低下した。
【考　察】
糖尿病ラット心筋においてミトコンドリアの遺伝子発現は低下していたが、その原因のひとつと
してミトコンドリア遺伝子の転写因子であるmtTFA活性低下による可能性が示唆された。活性低
下の機序はmtTFAのミトコンドリア内での蛋白発現レベルに異常を認めなかったことからmtTFA
のミトコンドリア内への移行障害や蛋白量の低下ではなく、mtTFA蛋白の修飾による活性低下と
考えられた。蛋白修飾の可能性としては単離ミトコンドリアでの過酸化水素産生と過酸化脂質含量
が増加し、転写活性が過酸化水素によって抑制されることから酸化ストレス元進によ卓mtTFA蛋
白の酸化修飾の可能性が示唆された。
【結　論】
糖尿病ラット心筋においてミトコンドリアの遺伝子発現が低下し、その一因としてmtTFAの活
性低下が示唆された。
論文審査の結果の要旨
糖尿病心筋における酸化ストレス元進の原因としてミトコンドリアが関与するか否かは明らかで
なく、ミトコンドリアの遺伝子発現についても検討されていない。本研究では糖尿病心筋ミトコン
ドリアでの酸化ストレス元進とミトコンドリアの遺伝子発現について検討したものであり、以下の
結果を得ている。
［1］糖尿病ラット心筋のミトコンドリアでは過酸化水素産生と過酸化脂質の含有量が増加し、酸
化ストレスが元進していた。
［2］糖尿病ラット心筋ではミトコンドリア遺伝子の転写因子であるmitochondrialtranscrip－
tion factor Aの活性低下によってミトコンドリア遺伝子の転写活性が低下し、ミトコンドリ
ア呼吸鎖の遺伝子発現が低下していた。
［3］ミトコンドリア遺伝子の転写活性は過酸化水素によって抑制された。
本研究は糖尿病心筋におけるミトコンドリアの遺伝子発現の調節機構について新たな知見を与え
るものであり、博士（医学）の学位論文に値する。申請者は平成14年2月2相の学位論文審査と試
問を受け、合格と認められたものである。
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